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RESUMO

APLICACAO DE BIOCIDAS NO CONTROLE DE CONTAMINANTES
BACTERIANOS NA FERMENTACAO ETANOLICA

Para o controle da contaminacdo na fermentagdo etandlica sdo utilizados varios metodos
como o0 uso de antibioticos e biocidas. O objetivo do presente trabalho foi comparar a
aplicacdo de biocidas no controle de contaminantes. Para tanto, foi utilizado delineamento em
blocos casualizados, com cinco repeticdes. Os tratamentos aplicados foram testemunha, 3
mg/L de Kamoran®, 10 mg/L de 6leo de Lipulo, e 0,5% de 6leo essencial de orégano. Foi
realizada fermentacdo em cinco dias, sendo cada dia com uma repeticdo de cada tratamento.
Utilizou-se de mosto proveniente de caldo de cana de usina na regido de Jaboticabal-SP. Para
0 preparo do mosto (500 mL para cada tratamento) o caldo foi diluido para 14° Brix, o pH
acertado para 4,5 e foram realizadas andlises de acidez e ART. Foi utilizada levedura
(Saccharomyces cerevisiae) prensada na quantidade de 30g/L de mosto. A fermentacdo foi
conduzida em enlermeyers de 1L, que foram colocados em Shaker para agitacéo e controle de
temperatura, em torno de 35° C. O valor igual ou menor do que 1° Brix foi determinado como
condicdo para o término do processo fermentativo e foi anotado o tempo total de fermentacédo.
No inicio e no final do processo fermentativo foram realizadas analises de viabilidade celular
e contaminacdo. No vinho obtido foram realizadas as analises de acidez, ARRT, teor
alcoolico e determinada a quantidade de alcool produzido e eficiéncia fermentativa. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (P<0,05). A aplicacdo de biocidas nas dosagens utilizadas neste estudo ndo foi
suficiente para controlar a contaminacdo. Os dias de fermentacdo apresentaram resultados
diferentes em relacdo ao ARRT, pH do vinho, temperatura de fermentacdo, contaminacao
inicial e final e na viabilidade final. O 6leo essencial de orégano se apresentou com acgdo
antiespumante durante a fermentacdo, caracteristica que é de elevado interesse para a maior
qualidade da conducéo das fermentagoes.

Palavras chave: controle de contaminacdo, antibiéticos, lupulo, 6leo de orégano.



ABSTRACT

APPLICATION OF BIOCIDES IN THE CONTROL OF BACTERIAL
CONTAMINANTS ON ETHANOL FERMENTATION

For the contamination control in ethanol fermentation many methods are used, as the use of
antibiotics and biocides. The aim of this study was to compare the application of biocides to
control contaminants. For that, it was used a randomized block design, with five replications.
The treatments were applied, 3 mg / L of Kamoran ®, 10 mg / L of Hops oil, and 0.5%
essential oregano oil. Fermentation was carried out in five days; each day with one repetition
for every treatment. It was used mash from sugar cane juice in the region of Jaboticabal, state
of Sdo Paulo. For the mash preparation (500 mL for each treatment), the sugar cane juice
was diluted to 14° Brix, the pH was adjusted to 4.5 and analyses of acidity and ART were
carried out. In this project, yeast was used (Saccharomyces cerevisiae) pressed in 30g / L of
mash. The fermentation was performed in 1L Erlenmeyer, which were placed in shaker for
agitation and temperature control, around 35° C. The value equal to or less than 1° Brix was
determined as a condition to the conclusion of the fermentation process and the total time of
fermentation was written down. In the beginning and in the end of the fermentation process
the cell viability and the contamination were analyzed. In obtained wine, analyses of acidity,
ARRT, alcohol were performed and the amount of alcohol produced by fermentation and
efficiency was determined. The results were submitted to analysis of variance, and the
averages were compared by Tukey test (P < 0.05). The application of biocides in doses that
were used in this study was not sufficient to control the contamination. The days of
fermentation showed different results in relation to ARRT, the wine pH, temperature of
fermentation, initial and final contamination and in the final viability. The essential oregano
oil showed anti-foaming action during the fermentation, which is characteristic of high
interest to the higher quality of conducting fermentations.

Keywords: contamination control, antibiotics, hop, oregano oil.
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1 INTRODUCAO

A matéria-prima da producdo do etanol no Brasil é a cana-de-agUcar. Estima-se que a
producdo de cana-de-agUcar na safra de 2012/2013 devera aumentar cerca de 5,34%, passando
de 36,88 milhdes de toneladas para atuais 38,85 milhdes. A producdo total de etanol crescera
de 22,86 bilhdes de litros para 23,96 bilhes, um incremento de 4,81% (COPERCANA,2012).

A producdo de etanol se da a partir do caldo obtido pelo segundo terno da moenda
onde este sofre opcionalmente uma clarificacdo com leite de cal, aumentando o seu pH para
torno de 6,0 a 6,5. O caldo clarificado € utilizado para o preparo do mosto, liquido agucarado
de concentracdo conhecida prontamente fermentadvel dentro de padrdes técnicos e
econdmicos, onde se adicionam os agentes fermentesciveis: as leveduras.

Estes microorganismos realizam o processo fermentativo, dando origem a uma
substancia conhecida como vinho levedurado. Este passara por um processo de centrifugacéo,
separando o vinho das leveduras. O vinho delevurado ou “sem leveduras”, como ¢ associado,
segue para o processo de producdo de etanol. As leveduras separadas na centrifuga passam
por um processo de tratamento para serem reaproveitadas na fermentagéo.

O processo de tratamento pode ser feito via antibidticos que sdo compostos organicos,
naturais ou sintéticos, que inibem ou causam a morte de microrganismos especificos,
apresentando seletividade quanto aos alvos. Como os alvos sdo especificos, o uso de
antibioticos para o controle de contaminac¢do em industrias ndo é recomendado, pois induz a
selecdo de microrganismos resistentes (EGUCHI, 2007). Por questdes de saude publica, em
muitos paises, ndo é admissivel usar uma levedura para racdo animal ou até mesmo
alimentacdo humana que apresente residuos de antibidticos (TAUBE, 2009), tornando o uso
de antimicrobianos de origem natural, biocida, uma alternativa segura, eficaz e econémica
(BREGAGNOLL, 2006).

Os biocidas sdo formulagbes ou produtos especificos utilizados na desinfeccdo do
mosto, tanques e equipamentos utilizados na fermentagédo. Varios desses produtos atendem as

exigéncias de agéncias alimenticias de alguns paises, embora alguns ndo sejam
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regulamentados para uso em alimentos por ndo atingirem padrdes sanitarios minimos
(VENTURA, [s.d.]). O uso de biocida, além de ndo deixar residuo, também ndo provoca a

resisténcia bacteriana, apresentando também custo menor em relacdo aos antibidticos.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de alguns biocidas naturais,
Lapulo e Oleo essencial de orégano, no controle de bactérias contaminantes da fermentagéo

etandlica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producéao de bioetanol

3.1.1 Cana-de-agucar

A cultura da cana-de-aglicar teve como origem o Norte da india e percorreu por
diversos lugares, chegando enfim na Ameérica. Foi introduzida por Martim Afonso de Souza
em Sdo Vicente no ano de 1522 (MARQUES et al. , 2001).Na classificacdo boténica essa
planta pertence a familia das gramineas tendo como nome cientifico - Saccharum spp
(GERMEK, 1989). Tal terminologia diz referéncia ao melhoramento genético ocorrido
através da hibridacédo entre espécies Saccharum (DINARDO- MIRANDA et al. , 2008).

Com base em dados fornecidos pela Copercana (2012), essa planta é a matéria-prima
utilizada para a fabricacdo de etanol e agucar, havendo como estimativa de producdo para a
safra de 2012/2013 um aumento de 5,34%, passando de 36,88 milhdes de toneladas (t) para as
atuais 38,85 milhdes (t) de producdo de cana-de-acucar. A producdo total de etanol crescera
de 22,86 bilhdes de litros para 23,96 bilhdes, um incremento de 4,81%. Em setembro de 2012,
0 volume de etanol exportado pelo Brasil cresceu cerca de 159,72% em relagcdo ao volume
exportado em setembro de 2011. Comparado ao montante de exportacdo em agosto de 2012,
este volume obteve acréscimo de 43,12%. Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior (MDIC), as exportacdes de etanol em setembro atingiram 452,7
milhdes de litros comparado a 316,3 milhdes de litros em agosto e 174,3 milhdes de litros em
setembro de 2011. A receita obtida com as vendas ficou em US$ 331,2 milhdes em setembro
de 2012, alta de 125,76% em relacdo a setembro de 2011 e alta de 47,8% comparada a agosto
de 2012.
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3.1.2 Obtencéo do caldo extraido da cana

Apos a colheita, manual ou mecanizada, a cana-de-acUcar é levada para a industria
através do transporte principalmente rodoviario utilizando de caminhdes. Essa matéria-prima
ndo pode ficar em espera por longo periodo devido a perda de sacarose. Os caminhdes passam
por um sistema de amostragem no qual sdo identificados, pesados e retirados deles, com
sonda obliqua (mais utilizada devido a sua eficiéncia em coletar amostras dentre os diversos
pontos da carga) ou com sonda horizontal amostras de cana. Essas amostras sao
encaminhadas ao Laboratorio de Pagamento de Cana por Teor de Sacarose (PCTS), onde sdo
realizadas analises quimicas para verificar a qualidade da matéria-prima e para efetuar o
pagamento ao produtor (RIPOLI; RIPOLI, 2008).

Ap0s este processo a cana é encaminhada para a esteira de alimentacdo e para a mesa
alimentadora sucessivamente, sendo preparada para a extracdo do caldo. Neste preparo estdo
inseridos processos de: lavagem de canas inteiras corte e desfibramento através de utilizacdo
de facas e desintegradores (MARAFANTE, 1993). Assim, 0s colmos ricos em sacarose Sdo
levados ao processo de extracao.

Segundo Pappa (2011), o processo de extracdo do caldo da cana-de-agUcar pode ser
realizado de duas formas: por moendas ou por difusores. No processo de extragdo por
moendas, a cana-de-acucar é prensada pelos rolos contidos no primeiro terno da moenda,
sendo que o caldo extraido € direcionado a producdo de acucar por conter elevado teor de
sacarose. A partir do segundo terno, a cana prensada sofre o processo conhecido como
“embebigdo” sendo acrescida agua para facilitar e melhorar a quantidade de sacarose (agucar)
removida. Tal processo de embebicdo ocorre do ultimo terno para o segundo.

O processo de extracdo com o uso de difusores consiste em melhor desempenho, pois
a porcentagem de sacarose retirada apresenta valor elevado em relacdo ao processo de
moagem. Este, diferente do processo de moagem, é realizado por lixiviagdo: extracdo do
caldo da cana com adicdo de agua quente onde esta entra nas fibras do colmo realizando o
processo conhecido como “open cell”. Tal processo nao ¢ utilizado em larga escala no Brasil,
devido ao custo de implantagéo e devido ao bagaco sair com alto teor de umidade, fator que
dificulta o processo de cogeracdo de energia. Para reducdo da umidade do bagaco sdo
colocados dois ternos, de modo que o bagago sai com esse pardmetro semelhante ao obtido
somente com moendas. Ambos o0s processos tém como produto o caldo extraido (PAPPA,
2011).
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3.2 Fermentacéo etandlica

No processo de fermentacdo etandlica se utiliza mosto, solucdo agucarada com
concentra¢do conhecida, sendo este compativel com a natureza e composicdo da matéria-
prima (MARAFANTE, 1993) misturado com o fermento que ir4 utilizar os carboidratos
disponiveis, nutriente para a producéo do biocombustivel. Um mosto rico em agUcares torna o
processo dificultoso e esta sujeito a fermentacdo lenta e incompleta, pois a levedura, devido a
grande quantidade de etanol formado é inibida, deixando sem degradar e sem fermentar parte
do agUcar presente (SILVA, 2011).

O caldo de cana, através do processo de fermentacdo etanolica, o qual envolve a
reacdo de oxidacdo dos mondmeros de acUcar, resulta, principalmente em etanol e gas
carbonico (NELSON e COX, 2002). O agucar encontrado no caldo da cana é conhecido como
sacarose, sendo formado por uma molécula de glicose e frutose (MARAFANTE, 1993). Para
que ocorra a transformacdo de actcar em etanol para a obtencdo de energia quimica e térmica,
a molécula de sacarose precisa ser invertida para glicose e frutose e em seguida, 0s
mondmeros entrarem na via glicolitica. A via catabdlica na qual ha a degradacéo da sacarose
¢ denominada inversdo (CAETANO, 2010), tendo como precursora a enzima invertase
produzida pela prépria levedura (MARAFANTE, 1993).

A fermentacdo ocorre de forma anaerdbia, com auséncia ou ndo de oxigénio. Esse
processo bioquimico tem como fungdo transformar todo carboidrato (aglcar) em etanol
utilizando células, cepas de leveduras (Saccharomyces cerevisiae) (PELCZAR JUNIOR et al.,
1997), sendo resultado de uma série de passos como relata a equacgdo estequiométrica:

CsH1206 -> 2 CH3CH,OH +2CO,

Glicose (glicolise e via fermentativa) Etanol Didxido de Carbono
(GERMEK, 1989).

Uns dos parametros mais importantes diretamente ligados a eficiéncia do processo
fermentativo é a temperatura, sendo que as leveduras sdo mais efetivas quando trabalham na
faixa de temperatura entre 26 e 32°C (BADIN et al. , 2000). A qualidade da matéria-prima, a
composicao do caldo extraido, pH, acidez total, presenca de microrganismos contaminantes,
concentracdo de acUcares presentes no meio, etanol e disponibilidade de nutrientes, tambem
estdo relacionados a eficiéncia da fermentacdo (MUTTON e MUTTON, 2002).
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Como relatado por Boden (2009), sdo conhecidas trés fases presentes no processo
fermentativo, sendo a primeira a fase de respiracdo onde é conhecida como "Lag time" é o
periodo em que o fermento encontra-se em fase de reproducdo até atingir a massa critica, que
conduz para a segunda fase, a fermentacdo. Para evitar a degradacdo e a invasdo de
microorganismos e minimizar o tempo de fermentacéo, transformacdo do aglcar em etanol €
necessario realizar a sanitizacdo e a inoculagdo (hidratacdo/ativacdo) de forma correta.
Baseado em dados do mesmo autor, a segunda fase ou fase de fermentacdo consiste na
ativacdo do fermento, que realizard o processo de degradacéo dos agucares presente no mosto,
transformando-os em CO; e etanol. A terceira fase, € conhecida como sedimentacdo, onde
baseia-se na perda da quantidade de agucar presente no mosto. O fermento, devido a baixa
concentracdo de substrato (aclcares), comeca a se sedimentar para a parte inferior da dorna de
fermentacdo, através da floculacdo. Nesta etapa, vale ressaltar que o fermento sedimentado,
floculado se encontra dormente e ndo morto. Para reabilitad-los novamente € preciso adicionar
nova quantidade de agucares.

Marques et al. (2008) referem-se aos varios processos de fermentacéo alcodlica, sendo
estes processos individuais, por cortes, batelada, por decantacdo, com separacdo do fermento
por centrifugagdo do vinho e de forma continua. O processo individual é mais utilizado para a
producdo de bebidas finas, pois consiste na preparacdo de um novo inoculo para cada

fermentacdo ocorrida.A figura 1 apresenta o processo de fermentacéo batelada.

FIGURA 1 - Processo fermentativo de modo batelada
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O processo de fermentacdo por cortes consiste na transferéncia da metade do volume
em processo fermentativo para outra dorna, visando um valor inicial de Brix pela metade.
Para que ocorra essa transferéncia citada, € necessario que o valor do Brix seja metade do
valor inicial. A segunda dorna que antes se encontrava vazia e agora se encontra com metade
deste vinho levedurado, inicia o0 processo de alimentacdo com mosto até o seu enchimento
total. A dorna original, ou primeira dorna, do processo fermentativo é conduzida até o final,
completando o seu enchimento e esperando o final da fermentacdo, desta dorna sera obtido o
vinho. Se houver problemas com contaminagdo ndo sera necessario o descarte de todo o vinho
levedurado, apenas o da dorna contaminada. (MARQUES e MARQUES, 2008).

Outro processo é conhecido como fermentacdo por decantacdo, sendo esta a primeira a
ser testada em relacdo a utilizacdo de microorganismos em fermentacéo sucessiva. Tem como
base a separacdo do microorganismo, levedura, do meio fermentativo, vinho. Tal separacédo
ocorre devido a forca gravitacional, sendo que em uma média de trés horas se obtém a
separacdo esperada; a separagdo superior com baixa concentracdo de leveduras e a inferior
com elevada concentracdo de leveduras. Como término deste processo, retira-se a camada
superior através de tubulagdes (MARQUES et al., 2008).

Yokoya (1995), ressalta que no processo de fermentacdo com separacdo do fermento
por centrifugacdo do vinho tem-se automatizacdo com o uso de turbinas visando & aceleracéo
do processo de separacdo gravitacional, sendo utilizado nas industrias sucroenergéticas para a
separacdo rapida do fermento do vinho. As leveduras separadas sdo enviadas a recipientes
denominados cubas e sofrerdo tratamento. Apds o tratamento o fermento retornara para o
processo produtivo. Este fator visa maior economia de custos referente a compra de leveduras,
sendo que estas sao utilizadas durante o periodo da safra. Este processo também ¢é utilizado no
aumento dos reciclos fermentativos, possibilitando maior concentracdo de inéculo utilizado
nas proximas fermentacdes. No mesmo trabalho, o autor destaca que a eficiéncia e a
produtividade fermentativa sdo elevadas, pois 0 consumo de agUcar para a producdo de
células € drasticamente reduzido e a possibilidade de outros microorganismos, ndo desejaveis,
crescerem € baixa devido a alteragdo de estrutura geométrica “espago x tempo”.

No processo continuo, figura 2, a fermentacdo se d& em uma dorna e em sequéncia o
mosto prontamente fermentavel é encaminhado para outras dornas, em torno de 4 a 5 para que
na ultima dorna se encerre 0 processo, com consumo de todo o agucar disponivel do mosto.
Esse sistema € visto como o0 mais avancado no mercado por apresentar a automacdo do

processo, minimizando erros. Como todos 0S processos, este também apresenta pontos
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7

positivos e negativos. Em relacdo ao ultimo a contaminagdo € o principal risco, sendo
necessario realizar o controle quimico e microbioldgico do processo, porém se mesmo assim

ocorrer contaminacao, é dificil a recuperacdo (MARQUES et al., 2008).

FIGURA 2 - Processo fermentativo de modo continuo
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3.3 Contaminacéo

Desde o processo agricola, plantio, até o processo industrial para a obtencdo do
bioetanol, a matéria-prima e seu produto estdo suscetiveis a contaminacdo devido a vasta
presenca de microorganismos (PAPPA, 2011). O caldo de cana, o melaco e por consequéncia
0 mosto, permitem o crescimento de uma série de microrganismos por apresentar
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis (NOLASCO JR, 2005).
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Uns dos varios problemas causados pela presenca de microorganismos contaminantes
(bactérias) no processo de fermentagdo etandlica é a floculagdo. Esta causa reducdo na
velocidade de fermentacdo, dificuldade de operacdo das centrifugas, entupimentos em bicos,
tubulacbes, aumento de massa no fundo das dornas (SERRA et al,. 1979).

No processo industrial referente a extracdo do caldo h& alguns tipos de bactérias e
leveduras selvagens (que acompanham o caldo, de mesma espécie que serd inoculada).
Predominantemente existem com mais frequéncia bactérias gram-positivas, dos géneros
Lactobacillus e Bacillus. As bactérias gram-negativas estdo presentes nas plantas e
contaminam o maquinario de colheita, transporte e extracdo (YOKOYA apud GALLO,
1989).

Além destes, estdo presentes também Acetobacter, Clostridium, Enterobacter,
Leuconostoc e Streptococcus que sdo os contaminantes diretamente ligados ao fracasso da
fermentacdo por formarem 4&cido latico, &cidos organicos e promoverem a floculacdo
(AMORIM e OLIVEIRA, 1982).

Outros contaminantes sdo as leveduras selvagens. Estas por serem mais resistentes e
apresentarem rapida reproducdo, podem dominar em pouco tempo 0 meio em que ocorre 0
processo fermentativo, ndo dando espaco para leveduras selecionadas que serdo adicionadas
ao processo (CABRINI e GALLO, 1999). As leveduras selvagens quebram a molécula de
sacarose e transformam a maior parte do acUcar em &cido acético, sendo a menor parte
utilizada para producdo de bioetanol. Os principais géneros encontrados na cana-de-agucar
saudavel sdo Saccharomyces, Torula e Pichia (ANTONINI, 2012) sendo que géneros do tipo
Dekkera e Brettanomyces tém sido relacionados também a problemas nos processos
fermentativos para producao de etanol (PARALUPPI, 2012).

3.4 Controle da contaminacéo

O controle dos microorganismos contaminantes no processo € fundamental nédo
somente para se obter bom rendimento fermentativo, mas, também, como garantia de um
produto final de qualidade (NAVES et al., 2010). S6 se consegue controle de contaminantes
eficiente através do uso de antimicrobianos adequados, com dosagens corretas, pois a
aplicacdo racional destes produtos deve visar as populaces de bactérias e ndo de leveduras
(CECCATO-ANTONINI, 2004). O trajeto percorrido pelo caldo bruto da cana desde o
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processo de extracdo nas moendas até a alimentacdo na dorna de fermentacdo caracteriza-se
por um dos pontos de proliferacdo de microorganismos contaminantes (ALQUATI, 1990). Os

outros dependem da qualidade da matéria-prima e da agua de diluicdo do mosto.

3.4.1 No preparo do mosto

Estudos relatam que a utilizacdo de radiacao ultravioleta (UV), fornecida pelo sol, em
quantia de 100 a 400 nandmetros (nm) apresenta boa condi¢do de controle para a preservagédo
de alimentos e a sanitizacdo de embalagens e da prépria &gua (LOPEZ et al, 2005). Para se
obter este controle, € necessario utilizar metodos artificiais, onde a radiacdo UV é emitida por
bulbos de lampadas incandescentes e bulbos de halogéneo (PARROTTA e BEKDASH,
1996). As fontes artificiais como lampadas de arco de mercurio de baixa e média pressdo, sdo
as mais comuns. Dentre a faixa de radiagdo de 100 a 400 nm, encontra-se a radiacdo UV-C,
de 200 a 280 nm, que além de atuar como fungicida e bactericida, atua como estressor
abiotico (MERCIER et al., 1993).Se tratando de controle de microorganismos, a absor¢édo da
radiacdo ionizante causa alteracbes quimicas nos compostos moleculares das células,
alterando sua atividade, atividade celular (ALCARDE, 2000). A alteragdo comumente notoria
é referente ao DNA, afetando as funcGes de reproducdo, considerada a de maior importancia
(URBAIN, 1986 apud ALCARDE, 2000). Este tratamento aplicado ao controle de
contaminacdo no preparo do mosto, tem como beneficios a ndo utilizacdo de produtos
quimicos, a ndo alteracao de cor, sabor, odor, pH, além de ndo deixar residuos (JUNQUEIRA,
2009).

Em concordancia com Alcarde (2000), o controle de contaminantes por radiacdo gama
apresentou uma reducdo microbioldgica mais eficiente em relacdo ao antibidtico utilizado nas
indUstrias, Kamoran HJ®, favorecendo aspectos bioquimicos e aumentando o rendimento
fermentativo. O tratamento com luz ultravioleta pode ser utilizado no prépio mosto preparado,
com baixa eficiéncia ou na agua de diluicdo utilizada para reduzir o Brix elevado, por
exemplo, do melago (OLIVEIRA, 2011).
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3.4.2 Durante a fermentacao

O controle de um processo fermentativo tem como inicio 0s cuidados no manuseio da
cultura, nas fases iniciais de propagacdo em laboratorio, se estendendo até a manutencdo de
condicBes ambientais favoraveis no fermentador (BORZANI et al., 1975).

O tratamento utilizado nesta etapa é chamado de tratamento térmico de controle de
contaminantes durante o processo fermentativo. Para se obter valores significativos, é preciso
adotar uma faixa de temperatura que se encontra ente 31 e 34°C. O controle de contaminacao
no vinho ndo pode ser em altas temperaturas porque além de eliminar os contaminantes,
elimina também as leveduras (MARQUES e MARQUES, 2008).

A faixa de temperatura ideal para a maioria das bactérias contaminantes do caldo onde
apresentam desenvolvimento consideravel, situa-se na regido mesoéfila, variacdo de
temperaturas entre 25°C a 40°C (PELCZAR, 1996).

A tentativa de reduzir a contaminacdo durante a fermentacdo ndo tem sido
recomendada pelos custos elevados. Nesse momento deve se dar as melhores condi¢des para a
realizacdo do processo fermentativo realizado pela levedura selecionada, em detrimento dos
outros microrganismos. Durante a fermentacdo é dificil controlar a contaminacdo e por isso, a

aplicacdo de biocidas pode ser uma alternativa a ser testada.

3.4.3 No tratamento do fermento

Nesta etapa, as leveduras que foram separadas pelo processo de centrifugacdo, logo
apo6s o fim da fermentacdo, sdo submetidas ao tratamento com emprego geralmente, de
diluicdo com agua, para diminuir a toxidez dos compostos como o proprio etanol, em seguida
é aplicado acido sulfdrico, abaixando o pH para 2,5 para reducdo da contaminacéo. (SOUZA,
2007). O uso deste componente quimico tem como causas fatores como a corrosividade,
oxidacéo e problemas voltados a area da saude.

Além de reduzir a carga microbiana contaminante, este tipo de tratamento se mostrou
eficiente na reducéo de formac&o de fléculos (LUDWIG et al, 2001). Dentre tantas vantagens
h& um fator que se mostrou contraditorio a todos os bonus apresentados. A flocula¢éo néo se

mostrou eliminada, pois quando se retorna o indculo tratado para a dorna de fermentacgéo, ha a
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floculacdo. Tal agravante ocorre por estar em funcdo e devido a variagdo de pH
(CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009). Nessa fase pode ser realizado o controle com uso de
antibioticos. Esse controle € realizado quando somente o tratamento simples ndo € suficiente

para reduzir a carga microbiana.

3.4.4 Controle com antibiotico

Este controle visa a eliminacdo de microorganismos indesejaveis, no qual dificultara
e/ou interromperd o processo fermentativo. O uso de antibidticos no Brasil se da, de forma
comumente pela adicdo de penicilina e seus derivados, por apresentarem fatores econémicos
menores e a ndo exigéncia de alteracdes técnicas, em relacdo aos demais antibiéticos nas
dornas de fermentacdo (FERRARI et al., 2008). A escolha de tal bactericida estd associada ao
custo do tratamento (LIMA et al., 2001).

O fator mais importante quanto ao uso destes microbicidas (antibidticos) especificos,
estd na aplicacdo prolongada e continua, pois tém levado a selecdo de microorganismos
patogénicos e mutantes mais resistentes a tais compostos que seriam seus inibidores
(VENTURA, 2012). Uma alternativa que vem se tornando eficaz e se mostra econémica, é o
uso de antimicrobianos naturais (NASCIMENTO et al., 2000 apud VARGAS et al., 2004 ). O
uso de antibidticos limita a utilizacdo do excesso de fermento que € retirado, submetido ao
processo de secagem controlada, como racéo animal. Os lotes de leveduras secas que possuem

o residuo do antibiotico devem ser incinerados.

3.4.5 Biocidas naturais

Os biocidas naturais sdo formulag¢fes ou produtos especificos utilizados na retirada de
corpos capazes de causar infeccdo do mosto, tanques e equipamentos utilizados na etapa da
fermentacdo. Variados produtos deste género atendem as exigéncias de agéncias alimenticias,
sendo que alguns ndo estdo regulamentados para uso em alimentos, devido a ndo atingirem
padrdes sanitarios minimos (VENTURA, 2012).
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3.4.5.1 Biocidas utilizados no presente estudo

3.4.5.1.1 Lupulo

O ldpulo (Humulus lupulus) - Pertence a familia das Canabidaceas, possuindo
componentes com acgdo bactericida. Contribuem no processo de fabricacdo da cerveja, sendo
responsavel por dar aroma e o amargor da bebida (NOGUEIRA, 2004).

E constituido de 6leos essenciais de 0,2 a 3% (a e P 4cidos). Os p — acidos ou
lupulonas (1,5 a 9,5%) possuem acéo bactericida, agindo diretamente no transporte de
metabolitos presentes na membrana celular. Esses &cidos alteram também o pH intracelular.
Inibem fortemente o crescimento de bactérias Gram-positivas por estarem relacionados ao
grupo prenil, presente em suas cadeias laterais. Os a — &cidos ou humulonas (2,0 a 16,0 %),
estdo relacionados ao controle de infecgdes e também sdo aplicados na producdo de cerveja
(ANSELMI, 2008; SILVA e FARIA, 2008).

3.4.5.1.2 Oleo de orégano

O Oleo essencial de orégano (OEO) (Origanum vulgare) pertence a familia das
Lamiaceas, sendo o 6leo utilizado no controle antimicrobiano ligado a conservacdo de
alimentos. Os principais componentes relacionados a atividade antimicrobiana do OEO sédo o
carvacrol e o timol, os quais possuem estruturas muito similares diferindo apenas na posicao
da hidroxila no anel fendlico (BISCOLA, 2007; SILVA et al, 2010). Estes componentes
atuam aumentando a permeabilidade da membrana celular bacteriana, principalmente por
possuirem a capacidade de desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-negativas
(BURT, 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos laboratérios da FATEC/Jaboticabal em outubro de
2012. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso aplicando-se os tratamentos
biocida: Testemunha (sem aplicacdo de controle), Kamoran® (controle positivo), 6leo de
Lapulo, o6leo essencial de orégano, em 5 repeticdes. O delineamento foi realizado em blocos
para verificar a influéncia dos dias diferentes de fermentacéo.

Para 0 Kamoran® foi utilizado a dosagem de 3 mg/L, recomendado para tratamento do
fermento, segundo Quimica Real (2012). Para o dleo de Lupulo foi utilizada 10 mg/L,
segundo Quimica Real (2012). O oleo essencial de orégano (OEO) foi 0,5%, conforme
SILVA (2010).

4.1 Preparo do mosto e analises realizadas

Para a realizacdo do experimento foi necessario realizar o preparo do mosto que foi
utilizado no processo fermentativo. Tal preparo foi feito através da Cruz de Cobenze (regra
das diluices), a qual teve como objetivo a correcdo do Brix (SCHENEIDER, 1979) do mosto
para 14. Foi adicionada a agua de diluicdo (agua deionizada), seguindo-se da medi¢do do Brix
através do refratbmetro ABBE Refractometer Quimis ® para confirmacdo da correcdo
realizada. Essa diluicdo foi feita em cada dia da conducdo do experimento, pois o caldo era
diferente e proveniente de uma Usina na regido de Jaboticabal-SP. Foi corrigido também o pH
do mosto para 4,5, utilizando-se de acido sulfurico e para se medir o valor, utilizou-se
pHmetro (PG 1800 — digital).

Apbs estas etapas, foi realizada a analise da determinacdo da Acidez (Acido
Sulfarico), e verificacdo da quantidade de ART (acUcares redutores totais), segundo Lane &
Eynon (1934).

4.2 Processo fermentativo e analises realizadas

Para o processo de fermentagdo foi utilizada levedura prensada (Saccharomyces
cerevisae) na quantidade de 30g/L de mosto. Antes do inicio da fermentacdo a levedura
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prensada foi colocada em quatro béqueres diferentes contendo 50ml de glicose a 1%,
permanecendo nesta solugdo por 1h.

Ap0s este tempo de espera, as leveduras foram transferidas para tubos de plastico para
centrifugacdo (centrifuga Sppencer 80-2B), a 3000rpm por 5min. Em seguida, foi retirado o
sobrenadante e as leveduras foram transferidas para erlenmeyer (1L) (dorna de fermentacéo),
com lavagem dos tubos com os primeiros 100ml do mosto (primeira alimentacdo),
adicionados para cada tratamento. Logo apos, foram realizadas alimentacGes cronometradas
de 15 em 15 minutos com 100ml de mosto até atingir 500mL, para adaptacdo do fermento ao
mosto preparado. Apés a quarta alimentacdo, foram acrescidos, nos respectivos erlenmeyers,
0s tratamentos biocidas. Esperaram-se mais 15 minutos, e em seguida, foram retiradas
amostras para as andlises de viabilidade e contaminacdo. Ap0s isso, 0s erlenmeyers foram
colocados em Shaker (Incubadora Shaker de bancada CT-712, Cientec).

A fermentagdo foi monitorada (contagem de tempo - h) e para indicar o final, foi
realizada analise de Brix com a utilizagdo de densimetro. Sempre que 0s valores eram

menores do que 1 se considerava o final da fermentacao.

4.3 Analise de viabilidade e contaminacéo

A andlise de viabilidade foi realizada conforme Lee et al., (1981) para o inicio da
fermentacdo, logo ap6s 15 minutos da ultima alimentacdo e para o final, ap6s o Brix medido
ser menor do que 1. Também foi realizada a analise da viabilidade do fermento. Para a
contaminacdo, a determinacdo ocorreu através da contagem de colbnias resultante do
plagueamento pelo sistema Petrifilm, no inicio e final da fermentagdo, juntamente com a
andlise de viabilidade. As placas Petrifilm™ s3o sistemas prontos de meio de cultura que
contém diferentes tipos de nutrientes, géis hidrossolliveis a frio, corantes e indicadores,
adequados a recuperacdo de cada tipo de microorganismos pesquisados (3M do Brasil, 2012).
O plaqueamento foi realizado em camara de fluxo laminar (Pa 50 Pachane), sendo as placas
colocadas em estufa (Biopar), favorecendo o crescimento de microorganismos presentes por
48h. Para a contagem das coldnias de bactérias, foi utilizada como ferramenta a lupa (Nova

optical Systems XTS -20, Zoom Stereo Microscope).


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=d&biw=1366&bih=667&spell=1&q=erlenmeyer&sa=X&ei=loatUOfuC-a-0QHEyYHADA&ved=0CCoQvwUoAA
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4.4 Analises do vinho

A acidez sulfurica, os Agucares Redutores Residuais Totais (ARRT) e o teor alcoolico
do vinho foram realizados conforme CTC, (2005). A quantidade de alcool produzido e a
eficiéncia fermentativa foram realizadas conforme descrito em Fernandes (2006).

4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F e
comparacao entre médias foi realizada pelo teste de Tukey, segundo Banzatto e Kronka, 2006.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Qualidade do mosto utilizado para fermentacao

O caldo foi coletado em uma Usina na regido de Jaboticabal-SP e foi utilizado no
preparo do mosto que, no dia, era igual para todos os tratamentos e por isso, foi realizada
apenas a analise do caldo e do mosto utilizado para o processo fermentativo. Portanto, para
cada dia do experimento, foi utilizado caldo de cana diferente interferindo diretamente na
qualidade do mesmo. Para a realizacdo do processo fermentativo foi necessario diminuir o
Brix do caldo, que apresentava valores proximos a 18 (Figura 3) para 14 (Figura 3). Esse
procedimento foi realizado para padronizar o inicio do processo fermentativo. Para o 5° dia de
fermentacdo verificou-se que o caldo apresentou Brix menor. Esse fato ocorreu devido a
precipitacdo no 4° dia ter influenciado negativamente a qualidade do caldo, com a redugéo do
Brix. Verificou-se que a quantidade de acuUcares redutores totais (ART) (Figura 4) foi
ligeiramente maior no quarto dia (13,78%) do que os demais. Esse resultado (quarto dia) é
esperado, pois o caldo de cana apresenta quantidade de carboidratos elevada dentro dos
solidos soltveis do mosto.

Os valores de pH do caldo (Figura 5) ficaram ao redor de 5, o que indica que 0 mesmo
ndo estava deteriorado antes de ser utilizado para o preparo do mosto. Em uma segunda etapa
do preparo, esse pH foi corrigido (Figura 6), com uso de &cido sulfarico para 4,5 para
favorecer o fermento em relagdo aos contaminantes. Os valores de acidez do mosto (Figura 7)
oscilaram bastante, tendo pico no terceiro dia de experimento, com valor elevado, indicando
ser o dia que o caldo apresentou maior contaminacdo. A acidez indica indiretamente a
contaminag&o, sendo que valores mais elevados indicam contaminag¢&o maior. Por outro lado,
valores elevados de acidez podem indicar que a cana nao esta no estadio de maturacdo

adequado, pois quanto mais nova € a planta, maior pode ser esse parametro.



FIGURA 3 - Brix do caldo e mosto utilizados nos dias de fermentagéo
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FIGURA 5 - pH do caldo utilizado nos dias de fermentacéo
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FIGURA 7 - Acidez do mosto utilizado nos dias de fermentacéo
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5.2 Analise do vinho e qualidade das fermentacdes utilizando tratamentos
biocidas

A quantidade de biocidas (Iupulo e OEOQ) e do antibi6tico utilizado nesse estudo foi
semelhante ao recomendado para o tratamento do fermento. Esse procedimento foi utilizado,
pois se esperava que houvesse favorecimento do fermento em relacdo as bactérias,
propiciando assim, aumento na producdo de etanol, o que viabilizaria o custo de aplicacéo
desses produtos.

O controle da contaminacdo ndo deve ser priorizado utilizando-se somente um
método. Apesar de as fermentacGes terem sido realizadas em erlenmeyers, que simularam as
dornas de fermentacdo (processo batelada), tem-se a necessidade de uso de controle dentro
das dornas utilizadas, por exemplo, no processo continuo fermentativo. Se houvesse controle,
uma das alternativas a serem empregadas num processo continuo para controle da
contaminag&o seria 0 uso dos biocidas naturais.

Na tabela 1, verificou-se que os tratamentos aplicados ndo foram eficientes para

melhorar o0 processo fermentativo. As dosagens utilizadas ndo foram suficientes para
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aumentar a producéo de etanol. Para os blocos houve diferenca significativa para os valores
de ARRT, pH do vinho, e no tempo de fermentac&o.

Para o ARRT (Figura 8) do vinho, verificou-se que no quarto dia de fermentacdo ndo houve
aproveitamento total dos agucares disponiveis no mosto, como aconteceu nos demais dias. O
final da fermentagcdo somente era realizado quando o Brix final era menor do que 1. Dessa
forma, era anotado o tempo total e se deu prosseguimento a realizagdo de andlises
microbiologicas.

Para o pH do vinho, figura 9, se verifica que no 4° dia de fermentacdo o valor foi
maior. Indicando que nesse dia o processo fermentativo teve menor influéncia da
contaminacgdo. Quanto mais elevado for o pH, melhor a qualidade do vinho. No primeiro dia o
pH do vinho foi o menor, indicando ser esse o dia de fermentacdo mais dificil por causar
estresse na levedura. Tal estresse € causado devido a grande concentracdo de acUcares do

meio, como também, devido ao meio se encontrar acido.
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TABELA 01 - Resultado da analise do teste F e do teste de Tukey (P<0,05) para Brix Final (%), ARRT (%), Acidez Final (gH,SO,4/L), pH, Teor

alcodlico (%), Alcool produzido (mL) no vinho e eficiéncia fermentativa e tempo da fermentagio submetidas a tratamentos com
biocidas (testemunha, kamoran, éleo de orégano e lupulo) em cinco dias

Causas de Brix ARRT Acidez pH Teor Alcool Eficiéncia Tempo de

variagao Final Final alcodlico Produzido Fermentacéo
Tratamentos (F) 0,1593" 1,8889™ 0,8036" 0,7913" 0,8320™ 0,8320™ 0,8310™ 0,8837™
Testemunha 0,5000A 0,560 A 2,9740 A 35620 A 11,0440 A 30,9232 A 80,8404 A 7,6980 A
Kamoran 0,4800A 0,1820A 29300A 35540A 10,4160 A 29,1648 A 76,1262 A 7,7040 A
Orégano 0,5000A 0,1540A 2,9840A 35160 A 10,0000 A 28,0000 A 73,0931 A 7,7040 A
Lapulo 0,5600 A 0,1480A 2,7500 A 35840 A 10,5440 A 29,5232 A 76,9778 A 7,5380 A
Blocos (F) 0,3186™ 196,3333"  1,7241"™ 51,5600  1,6979™ 1,6979™ 2,0741"™ 26,7342"
1 0,5250 A 0,0700B  3,0700 A 3,2125D 10,3900 A 29,0920 A 75,5442 A 7,4200 C
2 0,4250 A 0,0650 B 2,8575 A 3,7475 AB 11,5300 A 32,2840 A 83,8330 A 7,2575C
3 0,5750 A 0,0850 B 3,1150 A  3,6025B 9,6250 A 26,9500 A 71,2799 A 7,2925C
4 05250 A 0,4650A 2,8125A 3,8275A 10,3250 A 28,9100 A 71,8029 A 8,4400 A
5 0,5000A 0,1150 B 2,6925A 3,3800C 10,6350 A 29,7780 A 81,3369 A 7,8950 B
CVv 38,05 15,31 9,34 2,00 10,04 10,04 10,20 2,55
ns

— ndo significativo (P>0,05); "Significativo a 5% de probabilidade (P<0,05); ~ Significativo a 1% de probabilidade (P<0,01);
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FIGURA 8 - Efeito nos dias de fermentacdo sobre a quantidade de ARRT do vinho. Letras

iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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FIGURA 9 - Efeito nos dias de fermentacdo sobre o pH do vinho. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Para o tempo de fermentacdo (Figura 10) verificou-se que no quarto dia esse
parametro foi maior. O tempo maior se deu porque o mosto utilizado tinha maior
concentracdo de ART, o que levou ao aumento de tempo para conversao dos agucares para 0
bioetanol. Entretanto, apesar de o final da fermentacédo ser decretado quando o valor do Brix
fosse menor do que um, o que foi feito todos os dias, ainda haviam agucares redutores na

média de todos os tratamentos, que ndo foram convertidos.
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FIGURA 10 - Efeito nos dias de fermentagédo sobre o tempo de fermentacdo. Letras iguais ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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5.3 Analises microbiolégicas das fermentacdes utilizando tratamentos
biocidas

Na tabela 2 verificou-se que os tratamentos biocidas ndo influenciaram o aumento da
viabilidade inicial das células de levedura e tdo pouco reduziram significativamente a
contaminacéo inicial e a final do processo fermentativo. Isso se deve a elevada contaminacao
encontrada no caldo proveniente da usina que chega a valores maiores do que 10* UFC/mL.
Para adequada fermentacdo, a quantidade de contaminantes do mosto deveria estar na ordem
de 10° UFC/mL.

Entretanto, houve diferenca significativa detectada pelo teste F nos tratamentos
empregados, embora nédo significativa pelo teste de Tukey, mais rigoroso estatisticamente. Na
Figura 11, verifica-se a tendéncia do tratamento com o antibiético Kamoran® e o 6leo de
lUpulo reduzir a contaminacdo. O que ndo se confirmou na analise de contaminacéo final. A
contaminacéo inicial foi sempre realizada ap6s 15min. da aplicagdo do tratamento com a
ultima alimentacdo. Novamente, as dosagens aplicadas ndo foram suficientes para controlar a
contaminacgéo durante o processo fermentativo.

Para os dias de fermentacdo houve diferenca significativa para a viabilidade final,
contaminac&o inicial e contaminacéo final (Tabela 2). Para o segundo dia, houve reducéo da

viabilidade celular final (Figura 12), provavelmente pela elevada temperatura observada na
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fermentacdo nesse dia (Figura 13) que passou dos 35°C. Essa temperatura (38°C), pode ser

explicada pela elevada temperatura no dia de conducdo desse processo. Numa outra usina da

regido, foi relatado que nesse dia a temperatura da agua do trocador de calor (responsavel por

controlar a temperatura da dorna) estava acima de 35°C, o que levou a problemas para a

manutencdo da qualidade da fermentacdo. Portanto, € possivel encontrar processos

fermentativos sendo conduzidos em temperaturas extremamente elevadas. Para ensaios

futuros, recomenda-se eficiente controle da temperatura da fermentagdo. O equipamento

(Shaker) utilizado para ambientar os erlenmeyes ndo estava conseguindo controlar a

temperatura programada para 32°C.

TABELA 02 - Resultado da anélise do teste F e do teste de Tukey (P<0,05) para Viabilidade
inicial (%), Viabilidade Final (%), Contaminacdo inicial (UFC/mL) e
Contaminacdo Final (UFC/mL) da fermentacdo submetida a tratamentos com
biocidas (Testemunha, Kamoran, Oleo de orégano e Lipulo) por cinco dias.

Causas de Viabilidade Viabilidade Contaminacéo Contaminacéao

variacao Inicial Final Inicial Final
Tratamentos (F) 1,5273"™ 0,3999" 3,7325 " 0,6534 "
Testemunha 89,1760 A 81,8700 A 266,8000 A 184,8000 A
Kamoran 86,2520 A 84,3740 A 171,4000 A 230,8000 A
Orégano 91,9280 A 84,0380 A 279,4000 A 197,0000 A
Lapulo 90,1680 A 81,5080 A 173,0000 A 167,4000 A
Blocos (F) 1,8480" 23,4336 11,3100 6,5047
1 85,9425 A 89,0250 A 133,7500 C 148,5000 B
2 92,9125 A 61,1500 B 290,5000 AB 192,0000 AB
3 91,2250 A 84,5375 A 176,0000 BC 128,2500 B
4 86,8975 A 87,1675 A 124,50000 C 147,5000 B
5 89,9275 A 92,8575 A 388,5000 A 358,7500 A
CVv 4,81 6,25 30,4 37,99

" _ ndo significativo (P>0,05); Significativo a 5% de probabilidade (P<0,05); " Significativo

a 1% de probabilidade (P<0,01);



39

FIGURA 11- Efeito dos tratamentos biocidas (testemunha, kamoran, 6leo de orégano e

IUpulo) sobre a contaminacdo inicial. Letras iguais ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (P<0,05)
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FIGURA 12 - Efeito nos dias de fermentacdo sobre a viabilidade final da fermentacdo. Letras

iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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FIGURA 13 - Temperatura maxima observada no shaker utilizado para ambientar as dornas

de fermentacdo (Erlenmeyers de 500mL) durante o ensaio
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Na figura 14 verifica-se que a contaminacao inicial foi maior no segundo e quinto dia
do processo fermentativo. Provavelmente, pela baixa qualidade do caldo utilizado durante
esses dias e pela temperatura favorecer a proliferagdo das bactérias, pois a maioria é mesofila.
Essa diferenca entre os dias se manteve para a andlise da contaminacéo final (Figura 15). O
segundo e quinto dia apresentaram maiores quantidades de bactérias. No entanto, em menor
escala (10> UFC/mL) que no inicio da fermentago (10* UFC/mL).
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FIGURA 14 - Efeito nos dias de fermentacdo sobre a contaminacéo inicial da fermentacao.
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FIGURA 15 - Efeito nos dias de fermentacdo sobre a contaminacdo final da fermentacao.

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

[

N
] ) ] ) ] ] )
1 1
=

-
1

AB

==]
==]

il

—_ o 2 2 e D

—_—

=4,
1

]

Contaminacio Final 10
(UFC/mL)

1 2 3 4
Dias de Fermentacio

N

5.4 Caracteristica antiespumante do 6leo de orégano

Um resultado inesperado desse estudo foi a observacdo que durante a utilizagdo dos

tratamentos com OEO houve a eliminagdo da espuma produzida pelo processo fermentativo
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(Figura 16). Essa caracteristica é muito importante, porque ha gasto elevado de
antiespumantes na usina para combate ao derramamento da dorna. Se o processo for continuo
o0 espalhamento da espuma para a segunda dorna é prejudicial. Ou seja, € um problema muito
sério. Provavelmente, por se tratar de Oleo, a tensdo superficial € rompida e impede a
formacéo de espuma no processo.

No primeiro dia de experimento, pensou-se que onde havia aplicado os biocidas,
principalmento o orégano, as leveduras pareciam estar mortas, entretanto, ao final do processo

se verificou que isso ndo ocorreu (Tabela 2).

FIGURA 16 — Formacdo de espuma no tratamento biocidas

A — Tratamento Biocida; Testemunha
B — Tratamento Biocida; Lupulo

C - Tratamento Biocida; OEO

D - Tratamento Biocida; Kamoran ©
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6 CONCLUSAO

A aplicagdo de biocidas nas dosagens utilizadas neste estudo ndo é suficiente para
controlar a contaminacdo durante a fermentacdo do mosto de caldo de cana.

Os dias de fermentacdo sdo diferentes e influenciam na quantidade de ARRT, pH do
vinho, temperatura de fermentacdo, contaminagdo inicial e final e viabilidade final da
fermentacéo.

O Oleo essencial de orégano apresentou durante todo o processo fermentativo,

caracteristicas de antiespumante.
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